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摘要 未 实 验 应 用 免 疾 组 织 侯 学 PAP 法 和 免 疾 金 银 法 -PAP 法 免疫 双重 标记 以 及 常规 电 错 ， 对 风 输 脐 
岛 点， 卫 ，、PD 细胞 的 形态 结 物 及 分 布 进行 了 观察 : 并 利用 太 蛋 白 了 胶体 金 (PAL)》 免疫 电镜 技术 ， 对 胰岛 素 


进行 细胞 内 粮 确 将 定位 。 同时 ， 根 据 迟 视 学 友 关 立体 重建 的 原理 ， 丛 入、 了 细胞 不 同 大 小 的 切 面前 半数 分 
布 重建 球 A 
了 其 体 大 有 4 pS BG, 人 
关键 词 ， 免 疫 组 织 化 学 ， 和 A 灵 帕 胶体 人 金 党 疫 电 匀 (PAG) ， 膜 高、B、 女 胞 ,站 体重 建 Gy 
大 多 数 冰 椎 动物 的 胰腺 内 分 说 细 胞 至 少 包 括 A、B、D 三 种 类 型 ， 其 分 布 因 动物 种 
类 的 不 同 而 不 同 。 近 年 来 ， 随 着 免疫 组 织 化 学 的 发 展 和 应 用 ， 国 外 学 者 已 证 实 无 尾 两 栖 
类 如 牛 峙 的 A、B 、D 细 胞 分 别 含有 胰 高 血糖 素 、 胰 岛 素 和 生长 抑 素 (Kaung， 19803 
Tomita，1981) 。 而 有 关 得 失 胰 高 内 分 洲 细 胞 的 类 型 、 分 布 、 形 态 及 超 微 结 构 的 详细 而 
完整 的 研究 尚未 见报 道 。 
体 视 学 源 自 定量 地 矿 学 ， 已 有 较 长 的 历史 。 随 着 生物 医学 科学 的 定量 化 趋势 ， 这 一 
领域 已 渐 成 热潮 。Wricksell (1921)、Cruz-orive 《1970，1978) 及 其 他 学 者 曾 研 究 过 从 
切片 的 资料 估计 立体 状况 的 问题 ，Weibel(1979) 则 对 此 过 程 作 了 详细 描述 。 Wicksell 等 
将 上 述 方法 运用 于 大 鼠 胰 岛 的 大 小 分 布 的 研究 。 
本 实验 应 用 免疫 组 织 化 学 方法 ， 普 通电 镜 及 免疫 电镜 对 蟒 肾 胰岛 细胞 的 形态 结构 及 
细胞 构筑 等 进行 了 初步 研究 ， 并 将 Weibel 提供 的 步骤 程序 化 ， 从 测 得 的 A、B 细胞 不 
同 大 小 的 场面 的 频数 分 布 重建 其 实际 的 立体 分 布 。 


“材料 与 方法 
一、 动物 及 取材 成体 噶 迪 8 只 ,~ 肉 奴 不 分 。 前 腹 取 腊 昆 , 一 部 分 用 改良 Bouin 流 
国定 ， 石 虹 包 埋 ，5 上 连续 切片 。 另 一 部 分 用 戊 二 醛 前 固定 , 铁 酿 后 固定 ，EPON-812 包 
埋 ，Ao- 下 超 薄 切片 机 切片 。 日 本 产 H-300 型 透射 电镜 观察 。 


二 、 试 剂 ”豚鼠 抗 胰岛 素 抗 血 清 〈Anti-INS) 系 INC 公司 产 ， 免 抗 胰 高 糖 素 搞 
血清 《Anti-GLU) 系 PLC 公司 产 ， 免 抗 生 长 抑 素 抗 血清 “Anti-SOM》 系 sigma 公司 


* ”同济 医科 大 学 租 幅 胜 胎 教研 室 430030 
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产 ， 羊 抗 免 IgG 系 中 国医 科 院 基础 医学 研究 所 免疫 室 提 人 殿 ;y 过 氧化 物 酶 - 免 抗 过 氧化 物 
酶 复合 物 (PAP》 由 同济 医科 大 学 附属 同济 医院 提供 。 金 标 PA 为 本 组 制备 。 

三 、 免 疫 组 织 化 学 方法 1。 PAP 法 ， 系 Sternberger (1979) 法 。 第 一 抗体 分 
别 为 六 nti-INS、Anti~-GIU 和 Arnti-SOM。2。 免疫 金 银 法 〈IG9S3S) -PAP 法 免疫 双重 标 
记 ，Holgate 的 IGSS 法 。 在 同一 张 切片 上 上 先 以 Anti-INS 为 第 一 抗体 行 1GSS 标记 BB 细 
胞 ， 然 后 用 Anati-GLU 或 Anti-SOM 进 行 PAP 法 标记 A 或 D 细 胞 。 

四 、PAG 入 疫 电 镜 技 术 1。 载 有 超 薄 片 的 镍 网 泽 于 1 % 过 碘 酸 液 4 分 钟 ，1 % 
过 而 酸 钠 6 分钟 ， 2， TBS 神 洗 ， 3。 半 叫 饭 清 蛋 和 白 液 20 分 钟 ，4。 豚鼠 抗 胰岛 素 抗 血 
清 (1:1000},， 室温 2 小 时 ， 4 C24 小 时 ; 5。 TBS 洗 ; 6。 4 卵 清 蛋 和 扬 ，5 分 钟 
7。 金 标 PA1:10 (10nm), 室温 下 1 小 时 ! 8。 TBS 冲洗 ,四 蒸 水 洗 ! 9。 电子 染色 ，。 

五 、 对 早 实 验 ”用 正常 骤 鼠 血清 或 免 血 清 代替 一 抗 ， 或 用 缓冲 液 代 替 金 标 PA 复 
合 物 ， 或 用 生长 抑 素 加 入 抗 生 长 抑 素 抗 血 清 中 代 众 一 抗 。 

i 六 六 ; .六 体重 建 过 程 梁 用 固定 式 目镜 长 度 程 网 格 测 微 计 ,10x 100 放 大 。 所 测 A、 
状 拓 隐 鹏 东 规 间 径 控 5 涉 庆 小 等 级 级 盖 ?hm 计算 其 妆 - 面 密度 NA ( i )， 包 容 空间 为 
内 分 这 部 ， Wi 其 基本 公式 为 CWeibel, 1979)， 


Nyves, = Cpe 


起 中 NA(i ) 为 数 - 面 密度 可 测 值 》，aij 为 系数 失 阵 ，A 为 级 差 ， Nvth 为 第 j 级 
大 小 的 细胞 的 数 - 体 密度 。 运 算 在 微机 上 进行 。 


结 时 


一 、 光 镜 蟒 峻 胰岛 细胞 单个 地 或 几 个 乃至 数 十 个 一 组 地 分 散在 胰腺 的 外 分 泌 组 
织 中 。 切 面 上 少 于 10 个 细胞 的 胰岛 占 51,25 史 ( 表 1)。 且 岛 外 图 极 少 景 的 结缔 组 织 ， 
内 外 分 泌 组 织 分 界 不 明显 。 利 用 免疫 组 织 北 学 染色 发 现 B 细胞 呈 高 柱状 ， 排 列 成 带 样 ， 
位 于 胰岛 的 中 央 (图 版 1: 1) 。 入 细胞 为 贺 形 或 梭 形 ， 和 位 于 B 细胞 的 周转 或 聚集 于 BB 
细胞 的 一 侧 。D 细胞 多 为 梭 形 ， 常 伸 出 细 长 的 突起 。 了 细胞 常 位 于 A 细 胞 之 间 (图 版 
1: 2) 较 大 的 胰岛 有 A、B 、D 三 种 细胞 ， 但 许多 胰岛 却 只 有 A、D 细 胞 或 仅 有 人 入 细 
胞 。 此 外 ， 常 更 单个 内 分 小 细胞 位 于 外 分 说 组 织 中 。 

二 、 电 镜 ”胰腺 腺 泡 细 胞 有 非常 丰富 的 粗 面 内 质 网 ， 呈 环行 层 状 排列 ， 靠 近 腺 泡 
. 腔 的 胞 质 内 充满 高 密度 的 大 图 形 的 酶 原 颗粒 (图版: 3) 。 内 分 泌 细 胞 的 粗 面 内 质 网 
期 显 不 如 腺 泡 细胞 的 发 达 ， 其 它 细 胞 器 也 较 帮 少 ， 内 分 泌 颗 粒 为 较 酥 原 颗粒 小 而 密度 不 
等 的 膜 包 颗粒 。 胰 岛 外 包 绕 少量 胶原 纤维 ， 换 可见 内 外 分 小 细胞 直接 接触 (图 版 1; 

) 。 有 隙 岛 内 有 让 窜 的 毛细 血管 。 有 时 可 见 单 个 内 分 泌 细 胞 位 于 有 贮 泡 细胞 之 间或 杠 于 导 
管 寺 皮 内 (图 版 了: 5)。 

B 细胞 的 分 泌 上 颗粒 较 大 ， 为 加 或 桶 贺 形 的 膜 包 颗 粒 。 根 据 其 芯 的 形态 可 分 为 两 类 ， 
一 类 芯 为 网 形 ， 密 度 较 高 ， 晕 较 罕 ; 另 一 类 颗粒 较 丰 富 ， 芯 由 致密 物质 排列 成 花 准 祥 ， 
里 宽 变化 大 。PAG 免 疫 电镜 显示 ， 了 细胞 的 题 粒 上 特异 性 地 附着 金 粒 ， 且 主要 位 于 世 


有 


也. 
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上 《图 版 I: 7) 

太 细 胞 有 非常 丰富 的 高 电子 密度 的 分 说 颗粒 。 上 颗粒 较 忆 细胞 的 小 , 圆 形 , 学 罕 。 常 有 有 
单个 细胞 位 于 外 分 谱 组 织 中 或 小 导管 上 ， 形 态 不 规则 , 可 伸 出 许多 罕 起 (图 版 I : 5,6》 

DD 细胞 分 泌 上 颗粒 密度 不 等 ， 一 般 为 低 至 中 等 密度 ， 膜 与 芯 紧 贴 ， 有 的 盯 粒 轮廓 不 
清 。 该 细胞 常 伸 出 长 突起 。 

此 外 ， 在 靠近 胰岛 的 腺 泡 细 胞 之 间或 胰岛 周边 ， 可 发 现 一 种 胞 将 内 同时 含有 内 外 分 
滋 颗 粒 的 细胞 。 用 PAG 免 疫 电 镜 法 证 实 这 种 细胞 的 8B 样 颗粒 上 特异 性 地 附着 有 人 金 粒 (图 
版 I: 6)。 

三 、 立 体重 建 图 1a 和 为 丹 胰 岛 A4、B 细胞 的 各 级 细胞 蕉 面 的 数 - 面 密度 分 
布 直方 图 ， 图 2a 和 b 则 分 别 表示 经 立体 重建 后 的 各 级 细胞 球体 的 数 - 体 密 度 分 布 直方 
图 。 表 2 为 运算 所 得 的 A、B 细胞 的 球体 大 小 的 立体 分 布 重 建 结果 。 

表 1 旺 蝶 踢 腺 不 同 大 小 中 岛 的 百 分 事 . 


Tab, 1 The percentage of pancreatic islets in different size for toad 





细胞 数 “个 》 <10 10—20 >20 
百分率 《 贤 ? 61.2B 27.B6 21,25 


下 2 肾 蝶 受 岛 不 同等 级 大 小 A、B 细 胞 的 数 - 体 密度 CNv (j) 


Tab. 2 The number-volume densities for the size-classes CNv())} of A and 
B cells in pancreatic islets from toad tnumber/mm?) 


最 别 1 
X2 X3 六 4 X65 X6 














师 聪 
A 1.043 361、167 Qa.000 S6627 ,117 | A0879. 26 B1880.489 | 
B 211。349 1411.201 站 ,400 . 01171.6574 198439.188 . 141683. 48 ,和 
pp we ee 
~ 组 器 
~ X7 X8 和 9 10 X11—16 
细胞 
A 62169.605 22219.327 4699。591 9d449。705 0.000 
B "8804.030 181b6.437 12123.。376 16355.194 dg,000 
"1250 "2500 
E a R b 
~ i00D ~ 2000 
万 
证 
晤 75 让 1500 
星 
里 500 邮 1000 
EE 
250 500 
0 Lie - J CF PP WH - 。 1 i 
等 级 { 极 状 pz ) 签 红 要 站 2 


时 1 归 峰 及 镶 六， 日 细 了 腕 师 香 电 细 胸 戴 面前 教 - 人 
a :人吉 脾 。 b:B 吉 胸 
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细胞 频率 (万 个 / mm) 
mn 总 


细胞 频率 (万 个 /mm ) 
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be 


I TT F679 一 12345678910 15 
等 级 (极其 2jwm) .等 级 {极其 209) 
图 2 六 志 肌 岛 A、 日 烛 息 的 吉 二 闸 移 球 体 的 孝 - 休 密度 分 市直 方 图 
a: 太 各 胞 。 卫 : 昌 加 移 


讨 论 

大 多 数 状 椎 动物 的 胰 有 中 内 分 滋 组 织 呈 岛 状 分 散 于 外 分 泌 组 织 中 ， 且 均 有 A、B 、D 
三 种 细胞 。 但 胰岛 的 分 布 、 细 胞 类 型 及 分 布 、 细 胞 比例 等 却 存在 种 属 差异 。 两 栖 类 动物 
蟾 内 的 胰岛 具有 显著 的 特点 。 

有 的 硬 骨 鱼 类 ， 内 分 滋 细 胞 集中 在 一 个 或 多 个 主要 胰岛 或 集中 于 Brockmann 小 体 。 
而 大 多 数 硬 骨 鱼 类 的 胰腺 内 分 小 细胞 聚集 成 很 大 的 胰岛 ， 分 散在 腺 泡 组 织 间 ， -外国 很 厚 
的 铺 缔 组 织 。 和 但 两 栖 类 的 内 分 泌 细 胞 却 是 零散 地 分 布 ， 以 单个 细胞 或 几 个 细胞 的 分 布 方 
式 为 主 ， 同 时 其 外 国 的 结缔 组 织 减 少 甚至 消失 ， 内 外 分 泌 部 得 以 充分 密切 地 接触 。 继 续 
向 息 行 类 、 鸟 类 进化 ， 内 分 泌 组 织 则 逐渐 集中 ， 景 后 发 展 成 哺乳 类 和 人 的 分 散在 外 分 泌 
组 织 中 的 — 典 型 胰岛 。 

哺乳 类 动物 胰岛 细胞 类 型 的 分 布 暗 示 着 分 泌 不 同 激素 的 细胞 构成 了 一 个 内 在 的 有 机 
体 ， 它 的 外 层 是 久 A 细 胞 为 主 ， 夹 杂 着 D 细 胞 和 少量 B 细胞 的 异种 细胞 区 ， 中 央 则 是 B 
细胞 组 成 的 同 种 细胞 区 。 这 些 细 胞 之 间 相 互 影响 ， 相 互 控制 ， 使 整个 胰岛 成 为 一 个 功能 
性 辣 合 体 。 但 对 于 较 低 等 的 状 椎 动物 两 栖 类 ， 尽 管 它 的 一 些 胰 岛 细 胞 的 分 布 已 类 似 于 哺 
乳 类 , 但 还 有 大 量 的 隔 岛 只 有 和 、D 细 胞 或 A 细 胞 。 稀 峰 了 细胞 分 布 广泛 ， 分 布 在 B 细胞 
周围 或 A 细 胞 之 间 , 常常 有 细 长 的 突起 。D 细 胞 可 通过 游 分 刻 作 用 直接 控制 邻近 的 A、B 
细胞 的 活动 。 在 较 低 等 的 背 椎 动物 ，D 细 胞 的 调节 作用 尤为 重要 。 在 硬 骨 鱼 类 ，D 细胞 
的 数量 高 于 A 细胞 (Jotinson，1976，Waguer，1981)， 据 推测 生长 抑 素 是 硬 骨 鱼 类 的 胰 
岛 激 素 释 放 的 原始 调节 因素 。 当 进化 到 两 栖 类 时 ，DD 细 胞 的 调节 功能 仍 占 有 重要 地 位 。 

在 硕 骨 鱼 类 、 两 禁 类 、 鸟 类 、 睛 乳 类 《Rombout，19793 Prieto-Diaz, 1967; 
Bjorkman，1964; Leduce， 1968》 曾 观察 到 既 含 有 大 的 外 分 泌 醉 原 颗 粒 ， 又 含 小 的 内 
分 泌 颗 粒 的 间 介 细胞 《Intermediate cell)y 。 本 实验 用 PAG 人 免疫 电镜 证 实 这 种 细胞 的 BB 
样 颗 粒 的 确 含 有 胰岛 素 成 分 。 这 种 细胞 可 能 代表 一 种 原始 状态 的 干细胞 ， 这 些 干 细胞 还 
没有 精确 地 分 化 为 外 分 淡 细 胞 和 内 分 泌 细 胞 。 
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本 文 利用 立体 计量 术 把 切片 的 二 维 可 测 性 定量 结果 转化 为 三 维 定量 结果 ， 使 这 些 信 
息 更 接近 于 细胞 和 组 织 的 生命 本 质 ， 峰 细胞 结构 和 功能 关系 的 研究 以 实际 意义 。 


图 版 说 明 





1 PAP 法 显示 BB 网 和 及 x600 

2。 免疫 金 银 法 -PA 了 法 双 重 标 记 了 细胞 【的 及 人 诗 线 表示 ) 和 中 细胞 x 600 

3 毛细 血管 肥 其 周 图 的 腺 沪 细 胸 {上 上方 ) 和 内 分 详细 肥 【下 方 ) x 200 

4。 单个 各 细胞 【中央 ) 与 腺 泡 细 区 【左下 方 》 焉 接 接触 ， 布 上 方 为 结 绪 组 织 x 600 
6。 上 皮 细 胞 闻 有 一 内 分 泌 细 了 胞 《 左 ) 的 小 导管 ”x 2600 

6。 PAG 法 示 疝 介 细 胸 内 抗 用 岛 京 血 消 阳 性 的 颗粒 x 30000 

7。 PAG 法 示 B 抽取 内 抗 腊 高 素 血 清 阳 性 的 颗粒 x 30000 
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MORPHOLOGICAL AND STEREOLOGICAL STUDIES OF 
THE LANGERHANS ISLET CELLS IN 
THE TOAD PANCREAS 


Ao Zhujun VWang Qingtang Bao Hanfei 


CZumyi Medicol Colege, 663003) 


The distribution and morphology of the A,B and D cells in toad pancreas 
were observed with immunmohischemistry {PAP method,. PAP—protein A gold- 
Silver double staining) and electron microscopy。 By PA-gold (PAG)Y method, 
the precise intracellular localization of insulin has heen observed, The stereo— 
logical algorithms for the conversion of the profile—size freguency distribution 
observed in histological section to the sphere-size frequency distribution in 
three-dimension space have been developed to a computer program and were 
applied to A, B cells in the bancreas。 . 

Key words, Immunohistochemistry, PA-gold method, The A, B, D cells 


of islet, Stereological . reconstruction 
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